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Biofilmes multiespécies são ecossistemas microbianos complexos que podem ser 
fonte de contaminação entre ambientes industriais e alimentos. O estudo, teve como 
objetivos realizar a caracterização molecular e avaliar expressão de genes 
relacionados à formação de biofilme, bem como, a dinâmica de formação e arquitetura 
de biofilmes puros e mistos de Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium. Os 
três isolados de L. monocytogenes foram submetidos a caracterização de genes 
relacionados a formação de biofilme (flaA, prfA, luxS, agrA, agrB, agrC, agrD), a 
resistência a biocidas (mdrT, mdrM, mdrL, idE), a adaptação ao pH e a concentrações 
de sal (SSI-1 lmo 0444, SSI-1 lmo 0445, SSI-1 lmo 0446). Um isolado de S. 
Typhimurium foi submetido a avaliação de genes envolvidos na produção de fímbrias, 
adesão, virulência, formação de celulose e biofilme (adrA, lpfA, agfA, sipA), a quorum 
sensing (sidA) e a resistência ao amônio quaternário (qacEΔ1). A dinâmica de 
formação de biofilmes puros e mistos foi avaliada nos tempos de 1 h, 24 h, 96 h e 120 
h em superfície de polipropileno a 12 °C e 37 °C. Os biofilmes maduros de L. 
monocytogenes na condição pura e associada com S. Typhimurium em superfície de 
polipropileno a 12 °C e 37 °C foram submetidos a expressão dos genes flaA, prfA, 
luxS e agrABCD. Os isolados de L. monocytogenes apresentaram os genes flaA, prfA, 
luxS, agrA, agrB, agrC, agrD, mdrT, mdrM, mdrL e idE, e S. Typhimurium carreava os 
genes adrA, lpfA, agfA, sipA, sidA. O crescimento planctônico e séssil de L. 
monocytogenes e S. Typhimurium foi relacionado a temperatura de incubação, 
obtendo-se contagens mais elevadas em 24 h a 37 °C, e em 96 h e 120 h a 12 °C. A 
adesão inicial de L. monocytogenes e S. Typhimurium foi afetada negativamente pela 
condição mista (p<0,001). Biofilmes puros de L. monocytogenes e S. Typhimurium 
apresentaram contagens mais elevadas em 96 h e 120 h quando comparados as 
populações individuais em biofilmes mistos. Contudo, não foi observado diferença 
estatística na contagem entre biofilmes puros de L. monocytogenes, puros de S. 
Typhimurium e a população total em biofilmes mistos (Listeria+Salmonella) a 12 °C. 
Em MEV, pode-se observar estrutura de aspecto viscoso promovendo a adesão (1 h) 
bacteriana em biofilmes mistos, e a partir de 24 h a presença de matriz 
exopolissacarídeos (EPS). Biofilmes puros e mistos foram capazes de manter células 
viáveis por 3000 h a 10 °C com contagens superiores a 120 h (p<0,05). Biofilmes 
maduros de L. monocytogenes não sofreram interferência da temperatura, superfície 
e condição mista com S. Typhimurium sobre a expressão dos genes prfA, luxS e 
agrBCD, contudo houve interferência na expressão de flaA e agrA. Desse modo, a 
caracterização da dinâmica de formação de biofilmes mistos, juntamente com 
presença e expressão de genes relacionados a formação de biofilme, demostrou a 
associação desses patógenos para a formação e manutenção de biofilmes mistos, e 
além disso, torna-se resultados importantes para a indústrias de alimentos e saúde 
pública. 
 
Palavras-chaves:  Biofilmes maduros; expressão gênica; indústria de alimentos, 





Multispecies biofilms are complex microbial ecosystems that can be a source of 
contamination between industrial environments and food. The study aimed to evaluate 
the molecular characterization and expression of genes related to biofilm formation 
and stressful conditions, and the dynamics of formation and architecture of pure and 
mixed biofilms of L. monocytogenes and S. Typhimurium. L. monocytogenes isolates 
were subjected to the characterization of genes related to biofilm formation (flaA, prfA, 
luxS), to stressful conditions (agrA, agrB, agrC, agrD), biocide resistance (mdrT, mdrM, 
mdrL, idE), adaptation to pH and salt concentrations (SSI-1 lmo 0444, SSI-1 lmo 0445, 
SSI-1 lmo 0446, LMOf2365_0481). S. Typhimurium was evaluated for genes linked to 
fimbriae production, adhesion, virulence, cellulose and biofilm formation (adrA, lpfA, 
agfA, sipA), quorum sensing (sidA) and resistance to quaternary ammonium (qacEΔ1). 
The formation of pure and mixed biofilms was evaluated at 1h, 24h, 96h and 120h on 
the polypropylene surface at 12°C and 37°C. The mature biofilms of L. monocytogenes 
were subjected to the gene expression the flaA, prfA, luxS, and agrABCD. The isolates 
of L. monocytogenes presented the genes flaA, prfA, luxS, agrA, agrB, agrC, agrD, 
mdrT, mdrM, mdrL and idE, and S. Typhimurium demonstrated the genes adrA, lpfA, 
agfA, sipA, sidA. Planktonic and sessile growth was directly related to incubation 
temperature, obtaining higher counts in 24h at 37°C, and in 96h at 12°C. The initial 
adhesion of L. monocytogenes and S. Typhimurium was affected by the mixed 
condition (p<0.001). Pure biofilms from L. monocytogenes and S. Typhimurium 
showed higher counts in 96h and 120h when compared to individual populations in 
mixed biofilms. However, no statistical difference was observed between pure biofilms 
of L. monocytogenes, pure S. Typhimurium and the total population in mixed biofilms 
(Listeria+Salmonella), especially at 120h/12°C. It was observed that the dispersion of 
adhered cells directly affected the maintenance of planktonic cells, especially after 96h 
in both temperatures. In SEM, structure of the viscous aspect could be observed 
promoting bacterial adhesion (1h) in mixed biofilms, and after 24h with the presence 
of matrix exopolysaccharides (EPS). The pure and mixed biofilms were able to 
maintain viable cells for 3000h at 10°C with counts greater in 120h (p<0.05). Mature 
biofilms of L. monocytogenes were not affected by temperature, surface, and 
association with S. Typhimurium on the expression of prfA, luxS and agrBCD genes, 
interfering with the expression of flaA and agrA. Thus, the dynamics of the formation 
of mixed biofilms, linked to the presence and expression of genes related to the 
formation biofilms, are factors that prove the association of these pathogens for the 
formation and maintenance of mixed biofilms, it becomes important results for the food 
industries and the public health. 
 
Keywords: food industry; gene expression; mature biofilms; persistence; scanning 
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1   INTRODUÇÃO 
 
Os biofilmes são caracterizados como ecossistemas microbianos complexos 
formados de uma ou mais espécies imersas em uma matriz de polímeros 
extracelulares, composta principalmente por proteínas, polissacarídeos e DNA. Essas 
estruturas proporcionam a sobrevivência e persistência de microrganismos 
patogênicos nos ambientes industriais, pois confere proteção, adaptabilidade e 
resistência aos processos tecnológicos. A formação de biofilme é uma das grandes 
preocupações das indústrias de alimentos pois afeta a qualidade microbiológica dos 
produtos, aumentando as perdas econômicas e expondo os consumidores ao risco 
biológico, através da biotransferência de microrganismos patogênicos entre 
ambientes e produtos.  
As áreas de manipulação e processamento de matérias-primas alimentares, 
especialmente na indústria de abate e processamento de produtos de origem animal, 
possuem inúmeras superfícies que entram em contato com os produtos, sendo 
consideradas fontes de contaminação por microrganismos. Vários materiais como aço 
inoxidável, poliuretano, poliestireno, polipropileno são utilizados nesses ambientes, 
apresentando características distintas principalmente em relação a sua 
hidrofobicidade, fator que interfere diretamente na adesão bacteriana. Desse modo, 
há entendimento que o processo de formação do biofilme depende da interação entre 
as células bacterianas, da superfície de fixação e das condições ambientais, 
contribuindo para a adesão inicial, consolidação, maturação e dispersão dos biofilmes 
formados (MACEDO e ABRAHAM, 2009). 
Listeria monocytogenes e Salmonella sp. são patógenos microbianos 
veiculados por alimentos e apresentam a capacidade de aderir e formar biofilmes em 
diferentes superfícies de uso industrial, dependendo da temperatura ambiente e da 
presença de nutrientes, entre outros fatores. Inúmeros estudos científicos realizados 
nas últimas duas décadas tem procurado simular a formação de biofilmes de bactérias 
patogênicas para entender o comportamento dos microrganismos na matriz, seu 
tempo de formação, os métodos de eliminação e sua resistência a sanitizantes. 
Contudo, tais estudos descrevem a formação de biofilme desses microrganismos em 
culturas monoespécies e, mais recentemente, em biofilmes multiespécies. Porém, não 
foi verificado até o momento, estudos demonstrando a interação entre isolados de L. 




podem exibir mecanismos sinérgicos, antagônicos ou de competição, promovendo 
uma variedade de comportamentos da microbiota participante, facilitando sua maior 
resistência e dificuldade de eliminação (KOSTAKI et al., 2012; HEIR et al., 2018). 
A resistência de um biofilme em ambientes industriais está relacionada a 
mecanismos genéticos ligados a virulência, a formação de biofilmes propriamente dita 
e a tolerância a condições de estresse. Os níveis de expressão dos genes que 
regulam estas características são relacionados com a capacidade de adesão dos 
isolados, as temperaturas de incubação, ao material da superfície estudada, a 
presença de substratos orgânicos e de distintos microrganismos, como exemplo, os 
genes de detecção de quorum sensing em L. monocytogenes (sistema agr) e 
Salmonella sp. (luxS e sidA) modulam a comunicação celular, formação e manutenção 
dos biofilmes (BAI e RAI, 2011; JU et al. 2018; LAMAS et al, 2018). 
A arquitetura dos biofilmes pode variar de acordo as condições hidrodinâmicas, 
disponibilidade de nutrientes, temperaturas, tipo de microrganismos, motilidade 
bacteriana, comunicação celular, além da quantidade de EPS produzido, sendo que a 
presença de poros e canais na matriz de EPS auxiliam na distribuição de nutrientes, 
e a deposição de estrutura de aspecto viscoso contribui para consolidação do biofilme, 
formando estrutura tridimensional que promove a ramificação sobre as superfícies 
(PILCHAVÁ et al., 2014; REIS-TEIXEIRA et al., 2017).   
Desse modo, justifica-se o desenvolvimento desse estudo, pois os isolados de 
L. monocytogenes e S. Typhimurium utilizados neste estudo são provenientes de 
superfícies de equipamentos e utensílios após a higienização pré-operacional em 
indústria de abate e processamento de suínos, e é fundamental entender a dinâmica 
de formação de biofilmes multiespécies em condições industriais e seus mecanismos 
genéticos, possibilitando desenvolver estratégias para a prevenção e controle desses 











2   REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 CARACTERÍSTICAS DE Listeria monocytogenes 
 
 Atualmente, o gênero Listeria, pertencente à família Listeriaceae é 
compreendido por dezessete espécies, classificadas de acordo características 
bioquímicas e avalições moleculares. São elas: L. monocytogenes (PIRIE, 1940), L. 
grayi (LARSEN e SEELIGER, 1966), L. innocua (SEELIGER, 1981), L. welshimeri, L. 
seeligeri (ROCOURT & GRIMONT, 1983), L. ivanovii (SEELIGER et al., 1984), L. 
marthii (GRAVES et al., 2010), L. rocourtiae (LECLERCQ et al., 2010), L. fleischmannii 
(BERTSCH et al., 2013), L. weihenstephanensis (HALTER et al., 2013), L. floridensis, 
L. aquatica, L. cornellensis, L. riparia, L. grandensis (DEN BAKKER et al., 2014), L. 
booriae e L. newyorkensis (WELLER et al., 2015).  
Listeria monocytogenes é considerada a espécie de maior importância na 
epidemiologia de casos e surtos veiculados por alimentos em humanos e animais. A 
listeriose, dependendo das condições imunológicas dos indivíduos hospedeiros, pode 
apresentar dois quadros: quadro não invasivo, expresso através de gastroenterite leve 
e febril; quadro invasivo, caracterizado por meningites, encefalites, abscessos 
cerebrais e aborto, acometendo principalmente grupos de riscos, incluindo gestantes, 
crianças, idosos e indivíduos com sistema imunológico comprometido (BUCHANAN 
et al., 2017). Além disso, L. ivanovii possui importância epidemiológica por 
desenvolver doenças que acometem o sistema nervoso de ruminantes (HOFER et al., 
2000; ROCHA et al., 2017), e L. innocua que pode ser considerada indicativo 
ambiental para a presença de L. monocytogenes (D’AMICO e DONNELLY, 2009), e 
pode apresentar capacidade hemolítica compreendida pelo agrupamento de genes de 
virulência regulada por prfA (Ilha 1 de patogenicidade de Listeria) de L. 
monocytogenes (JOHNSON et al., 2004; MORENO et al., 2014) 
Os microrganismos pertencentes ao gênero Listeria são caracterizados por 
serem bacilos curtos (0,4 a 0,5 μm de diâmetro e 0,5 a 2 μm de comprimento), Gram-
positivos, anaeróbios facultativos, não formadores de esporos e móveis a 25ºC devido 
a presença de flagelos peritríquios. L. monocytogenes possui capacidade de se 
adaptar e sobreviver a uma ampla faixa de condições estressantes como privação de 
nutrientes, oscilações de pH (4,6 a 9,6), concentrações elevadas de sal (>10%), baixa 




como microrganismo psicrotrófico (DOYLE et al., 1997; SLEATOR et al, 2003; LIU et 
al, 2005; SILVA et al, 2008; KADAM et al., 2013; LEE et al., 2017). Assim, estas 
características podem contribuir para a ocorrência de cepas persistentes em 
ambientes de processamento de alimentos, muitas vezes relacionado a capacidade 
de adesão e formação de biofilmes (MAGALHÃES et al., 2016; SERENO et al., 2019; 
CARVALHO et al., 2019).  
L. monocytogenes pode apresentar diversos mecanismos genéticos 
relacionados a fatores de virulência e patogenicidade, bem como a estruturas 
antigênicas através de antígenos somáticos (O) e flagelares (H) onde apresenta treze 
sorotipos identificados (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e, 7) 
(DOUMITH et al., 2004; HENRIQUES et al., 2017; KANKI et al., 2018). Todos os 
sorotipos são capazes de causar doenças em humanos, contudo, os sorotipos 1/2a, 
1/2b e 4b são os mais identificados em alimentos e surtos (LIU et al., 2007; BURALL 
et al., 2017; LOTFOLLAHI et al., 2017; POIMENIDOU et al., 2018). 
L. monocytogenes por apresentar natureza ubíqua, pode ser encontrada na 
vegetação, solo, fezes de humanos e animais, esgoto e água. Além disso, os 
alimentos de origem animal e vegetal podem ser fontes de veiculação do 
microrganismo, com destaque para leite e seus derivados, carnes in natura e 
congeladas, peixes, frutos do mar, frutas e verduras, além de sobreviver em 
equipamentos e utensílios dos ambientes de processamento de alimentos (JAMALI et 
al., 2013; HADJILOUKA et al., 2018; MOHAMED et al., 2018; GONÇALVES-
TENÓRIO et al., 2018, SERENO et al, 2019; CARVALHO et al., 2019). 
Com relação aos casos e surtos de listeriose via alimentos, nos Estados 
Unidos da América (EUA), foram notificados 80 surtos de listeriose entre os anos de 
1998 a 2017, com 945 pessoas envolvidas, 691 hospitalizações e 140 óbitos (CDC, 
2019). Na União Europeia (UE), em 2017, foram confirmados 2480 casos de listeriose 
humana de origem alimentar, causando 225 óbitos (EFSA, 2018). Assim, esse 
microrganismos, embora apresente baixa incidência demonstra a maior taxa de 
letalidade dentre os patógenos de origem alimentar (EFSA, 2018; CDC, 2019). No 
Brasil, apesar de existir inúmeros trabalhos de isolamento de L. monocytogenes em 
alimentos (JAMALI et al., 2013; MOHAMED et al., 2018; GONÇALVES-TENÓRIO et 
al., 2018) e de infeções clínicas (SCHWAB e EDELWEISS, 2003; ALMEIDA et al., 




e a casos clínicos, provavelmente devido ao longo período de incubação e 
subnotificação dos casos. 
 
2.2 CARACTERÍSTICAS DE Salmonella sp.  
 
 Salmonella sp. pertence à família Enterobacteriaceae, são bacilos Gram-
negativos, anaeróbios facultativos, não formadores de esporos, oxidase e catalase 
positiva, urease negativa, produzem H2S, utilizam o citrato como fonte de carbono e 
fermentam a glicose produzindo ácido e gás (exceto S. Typhi) (JAY, 2005). São 
móveis devido a presença de flagelos peritríquios, exceto os sorotipos S. Pullorum e 
S. Gallinarum que são imóveis. Exibem diversos mecanismos de tolerância a 
condições de estresse como resistência à antibióticos, a acidificação e ao tratamento 
térmico, produção de enzimas betalactamases de espectro ampliado (ESBL), 
formação de biofilmes e resistência à sanitizantes (TAMBER, 2018; LAMAS et al., 
2018; ZWE et al., 2018; MORAIS et al., 2019; PERIN et al, 2019; VIANA et al, 2019; 
CRUCELLO et al; 2019; DJEBBI-SIMMONS et al., 2019; PEREIRA et al., 2020). 
O gênero Salmonella consiste de duas espécies, Salmonella enterica e 
Salmonella bongori. S. enterica é dividida em seis subespécies, sendo elas: S. 
enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. 
enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae e S. enterica subsp. indica 
(GUIBOURDENCHE et al., 2010; ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014). Devido a 
grande variedade de antígenos somáticos (O) e flagelares (H), o gênero Salmonella 
apresenta 2.659 sorotipos descritos, e por sua vez a espécie S. enterica é a mais 
estudada atualmente, pois apresenta o maior número de sorotipos 
(GUIBOURDENCHE et al., 2010; ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014). S. enterica 
subsp. enterica apresenta 1586 sorotipos, e dentre eles S. Typhimurium e S. 
Enteritidis se destacam por serem os principais responsáveis por causar infecções em 
humanos (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014). 
 Salmonella sp. está amplamente distribuída na natureza, tendo o trato 
gastrointestinal dos animais como seu principal reservatório. Principalmente por esta 
via, ingressa nas plantas de abate e processamento industrial, contaminando os 
produtos e suas superfícies de contato (KICH et al., 2011; IGLESIAS et al., 2017; 
PERIN et al., 2019; VIANA et al, 2019), sendo constantemente apontado como 




EFSA, 2018). Nos EUA, foram notificados 3.467 surtos de salmonelose entre 1998 e 
2017, com 83.061 pessoas envolvidas, 10.335 hospitalizações e 127 mortes (CDC, 
2019). Na União Europeia, Salmonella sp. foi causa de 91.661 casos de doenças em 
humanos, levando a 225 óbitos, sendo o segundo principal patógeno reportado em 
causas hospitalizações no ano de 2017 (EFSA, 2018).  
 Inúmeros alimentos de origem animal e vegetal podem ser fonte para 
veiculação do patógeno, dentre eles destacam-se leite cru e seus derivados, carnes 
bovinas, suínas, aves, peixes, frutos do mar, frutas, legumes e vegetais (DHINGANI 
et al., 2018; CAVALIN et al., 2018; VERMA et al., 2018; ZWE et al., 2018; RUBINI et 
al., 2018; SANTOS et al., 2019; PERIN et al, 2019; ZENG et al., 2019; CUNHA-NETO 
et al, 2019) sendo que, estes podem ser contaminados em qualquer ponto da cadeia 
alimentar, desde a produção, processamento, comercialização, preparo e consumo 
(JARVIS et al., 2016).  
 No Brasil, entre os anos de 2000 a 2017, foi o principal agente etiológico 
identificado em surtos de doenças veiculadas por alimentos (BRASIL, 2018a). 
Segundo o Programa de Monitoramento Microbiológico e Controle de Salmonella spp. 
em Carcaças de Frangos e Perus, instituído pela Instrução Normativa nº 20/2016, 
houve 17,97% (466/2592) de amostras contaminadas pelo patógeno no ano de 2016 
(BRASIL, 2018b). Dentre os principais sorotipos identificados nos abatedouros 
frigoríficos e cortes cárneos de aves no Brasil estão, S. Minnesota (4 a 90%), S. 
Heidelberg (27 a 56%); S. Typhimurium (0,4 a 43%), S. Enteritidis (0,8% a 17%), S. 
Saintpaul (7%), S. Ndolo (6%) (PANZENHAGEN et al., 2016; RISTORI et al., 2017; 
MACHADO et al., 2017; MIRANDA et al., 2017; BRITO et al., 2019; PERIN et al., 2019; 
DANTAS et al., 2020). 
No Programa de avaliação de Salmonella sp. em carne bovina in natura, foi 
identificado 1,60% (21/1310) de amostras positivas no ano de 2016 (BRASIL, 2018b). 
Iglesias et al. (2017), detectaram 8,5% (17/200) de carcaças bovinas positivas para 
Salmonella sp. em dois abatedouros frigoríficos no sul do Brasil, e com isolados 
demostrando perfil de resistência a mais de uma classe de antimicrobiano. Kich et al. 
(2011), avaliando 12 rebanhos suínos abatidos em uma planta de processamento de 
carne suína no estado de Santa Catarina, Brasil, detectaram 38,71% (487/1258) de 
Salmonella sp., tendo como principais sorotipos: S. Typhimurium, S. Panamá, S. 
Senftenberg, S. Derby e S. Mbandaka. Viana et al. (2019) obtiveram 12,5% (105/840) 




e perfil de resistências a múltiplas drogas, corroborando com os resultados obtidos 
por Bersot et al. (2019) que apresentaram 10,2% (160/1568) de amostras positivas 
em que o sorovar Typhimurium foi o mais prevalente. 
 Assim, a salmonelose é uma doença veiculada por alimentos que apresenta 
distribuição mundial, e sua gravidade é variável de acordo o sorovar, dose infectante, 
natureza dos alimentos contaminados e estado de saúde do hospedeiro (VÁZQUEZ 
et al., 2014). Os sintomas caracterizam-se por dor abdominal, calafrios, febre, vômito, 
desidratação e dores de cabeça, com período de incubação de 5 a 72 horas. A 
recuperação ocorre entre 1 a 3 dias após sintomas, sendo na maioria autolimitante 
(ANDRADE et al., 2010). No entanto, os grupos de riscos, instituídos por idosos, 
gestantes, crianças e imunocomprometidos merecem atenção, já que seu sistema 
imune pode não ser capaz de debelar a infecção necessitando de antibioticoterapia 
(ENG et al., 2015)  
 
2.3 BIOFILMES MICROBIANOS NAS INDÚSTRIAS DE ALIMENTOS 
  
 Os biofilmes microbianos são um modo de sobrevivência de muitos 
microrganismos encontrados na natureza, pois permite a adaptação e permanência 
em diferentes ambientes através do desenvolvimento de agregados celulares 
aderidos em superfícies bióticas ou abióticas (COSTERTON et al. 1999; GIAOURIS 
et al., 2015).  Os biofilmes podem contribuir de forma benéfica para a saúde de 
animais, plantas e seres humanos, pois são comensais da microbiota desses seres 
vivos, e tem como objetivos principais auxiliar em processos metabólicos relacionados 
a digestão e no combate a microrganismos patogênicos (JONES e VERSALOVIC, 
2009; SENEVIRATNE et al., 2011; GUTT et al., 2018; GUTT et al., 2018). Quando 
produzidos em escala controlada, contribuem em processos biotecnológicos para a 
produção de biocombustíveis e elaboração de aditivos para aplicação em indústrias 
químicas e alimentares (KUMAR et al., 2017; HOSSAIN et al., 2020).  
 No entanto, a presença de microrganismos patogênicos e deterioradores no 
ambiente industrial pode contaminar os alimentos nas várias etapas da produção, 
desde a obtenção inicial da matéria-prima até o seu processamento final (GU et al, 
2019) quando apresenta a capacidade de formar biofilmes, torna um risco maior para 
a saúde pública (KADAM et al., 2013; BONSOGLIA et al., 2014; PANDE et al., 2016; 




condições ambientais como diferentes superfícies, temperaturas, presença de matriz 
orgânica e outros microrganismos, e apresentar tolerância a biocidas, os biofilmes 
formados com microrganismos patogênicos são alvos de inúmeros estudos que 
buscam entender a dinâmica de adesão e formação de biofilmes sob condições 
industriais (KADAM et al., 2013; LEE et al., 2017).  Invariavelmente, a dinâmica de 
formação de biofilme é composta por cinco etapas: adsorção, adesão, consolidação, 
maturação e dispersão (FIGURA 1) (MACEDO e ABRAHAM, 2009).  
 
 
FIGURA 1: ESTÁGIO DO DESENVOLVIMENTO DE BIOFILME BACTERIANO. 1) ADSORÇÃO DA 
MATÉRIA ORGÂNICA E CÉLULAS BACTERIANAS; 2) ADESÃO BACTERIANA REVERSÍVEL COM 
FORMAÇÃO DE MICROCOLÔNIAS E INÍCIO DO MECANISMO DE QUORUM SENSING (QS); 3) 
AGREGADOS DE MICROCOLÔNIAS COM INÍCIO DA DEPOSIÇÃO DE EXOPOLISSACARÍDEOS; 4) 
BIOFILME MADURO COM ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL E RUPTURA DA ESTRUTURA COM (5) 
DISPERSÃO DE CÉLULAS BACTERIANAS. ADAPTADO DE MACEDO E ABRAHAM (2009). 
 
 
A adesão bacteriana em ambientes industriais é formada a partir da interação 
da célula bacteriana com a superfície, regulado por mecanismos físico-químicos, 
genotípicos e fenotípicos, variáveis de acordo a presença e diversidade de 
microrganismos planctônicos, virulência e disponibilidade de nutrientes e água (VAN 
HOUDT e MICHIELS, 2010; BONSOGLIA et al., 2014). 
Além disso, a presença de flagelos e fímbrias também auxiliam na etapa inicial 
de formação de biofilme, bem como as propriedades físico-químicas do material das 
superfícies (RÖMLING et al., 1999; JONAS et al., 2007; LEMON et al., 2007; 
PIERCEY et al., 2016; BORGES et al., 2018). A hidrofobicidade celular e de diferentes 
polímeros é baseada na capacidade de atrair ou repelir um filme de água sobre a 




apresentam características que melhoram a adesão bacteriana quando comparadas 
ao aço inoxidável e o vidro, que são hidrofílicos (DONLAN & COSTERTON, 2002; 
SILVA et al., 2008; CHATURONGKASUMRIT et al., 2011; BONSOGLIA et al., 2014).  
A partir da interação celular com a superfície, os microrganismos começam a 
sintetizar e excretar substâncias ligantes de exopolissacarídeos como adesinas, 
formando uma adesão mais forte, tornando-a irreversível (ROHDE et al., 2010; 
HANCOCK et al., 2011). Quando as células bacterianas iniciam o mecanismo de 
quorum sensing (QS) ocorre o recrutamento de novas células, formando agregados 
de microcolônias, promovendo a formação de biofilmes multiespécies (RIEU et al., 
2007; KARAVOLOS et al., 2008; MERINO et al., 2019; GRANDRA et al., 2019).     
Os mecanismos de QS estão presentes em todas as etapas de formação de 
biofilmes, sendo responsável pela comunicação celular através de sinais químicos 
promovidos por meio de moléculas autoindutoras (AI) que são secretadas para o 
ambiente, originando a percepção da densidade populacional e regulação da 
expressão gênica (RIEU et al., 2007; KARAVOLOS et al., 2008; BAI e RAI, 2011; JU 
et al., 2018). Além disso, são capazes de modular outras funções, como mecanismos 
de patogênicidade, aquisição de nutrientes, motilidade e produção de metabólitos (JU 
et al., 2018).  
A etapa de maturação do biofilme é caracterizada pela síntese e excreção de 
polissacarídeos e outras biomoléculas como proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos 
que compõe a matriz de exopolissacarídeos (EPS), promovendo a aproximação, a 
comunicação, a transferência horizontal de genes e o aumento das células que 
compõe o biofilme, conferindo-o a arquitetura característica (FLEMMING e 
WINGENDER, 2010). Há também a formação de canais em sua estrutura que auxiliam 
no sequestro de nutrientes e oxigênio dissolvidos no ambiente, garantindo a nutrição, 
desenvolvimento e manutenção do biofilme (MCLANDSBOROUGH et al, 2006). 
Desse modo, a matriz de EPS confere proteção, adaptabilidade e resistência as 
condições adversas, como dessecação, ação de biocidas e antibióticos. 
De uma maneira geral a arquitetura, conferida através do tamanho, estrutura e 
forma dos biofilmes varia de acordo com fatores como condições hidrodinâmicas, 
concentração de nutrientes, temperatura, tipo de microrganismo, motilidade 
bacteriana, comunicação celular, além da quantidade de EPS produzido (FLEMMING 
e WINGENDER, 2010; PILCHAVÁ et al., 2014). Estudos avaliando a arquitetura dos 




formas ovais, com presença de poros formando canais que auxiliam na distribuição 
de nutrientes (RIEU et al. 2008; REIS-TEIXEIRA et al., 2017). A deposição de 
estrutura de aspecto viscoso com presença de células lado a lado são características 
da adesão bacteriana e início da consolidação do biofilme e, observam-se em 
biofilmes maduros estruturas com aspecto tridimensional com orientação em formas 
de galhos, promovendo a ramificação dos biofilmes sobre as superfícies (PILCHAVÁ 
et al., 2014). A disponibilidade de nutrientes interfere diretamente na morfologia dos 
biofilmes de Salmonella spp., como exemplo, a presença de caldo de carne oriundo 
do descongelamento confere forma de nuvem aos biofilmes maduros quando 
comparados ao caldo TSB, que apresentaram forma reticular, bem como, os biofilmes 
formados a partir do caldo TSB demonstram formação de múltiplas camadas de 
células sobrepostas com estrutura tridimensional (WANG et al., 2013a). 
O estágio final, é caracterizado pela dispersão das células bactérias ou 
fragmentos da matriz de EPS. A criação de um ambiente anaeróbio no interior dos 
biofilmes muitas vezes favorece a formação de ácidos e gases, que são capazes de 
enfraquecer sua estrutura resultando em seu desprendimento, o que também pode 
ser realizado pela ação mecânica de alimentos sobre a superfície, favorecendo a 
contaminação cruzada (OLIVEIRA et al., 2010).  
 
2.4 FORMAÇÃO DE BIOFILMES MULTIESPÉCIES DE L. monocytogenes E 
Salmonella sp. 
 
Nos últimos anos, tem-se desenvolvidas pesquisas com L. monocytogenes e 
Salmonella sp. em distintas condições para formação de biofilmes monoespécies 
(KADAM et al., 2013; BONSOGLIA et al., 2014; PANDE et al., 2016; WANG et al., 
2016; LEE et al., 2017). No entanto, torna-se difícil reproduzir nos ensaios in vitro as 
condições encontradas nos ambientes industriais uma vez que, na natureza, os 
biofilmes são formados por múltiplas espécies, envolvendo bactérias, fungos e algas 
que desempenham interações relacionadas ao desenvolvimento, estrutura e função 
das comunidades (BURMØLLE et al., 2014; GIAOURIS et al., 2015). Assim, a 
realização de estudo com formação de biofilmes multiespécies pode auxiliar no melhor 
entendimento dos mecanismos de sinergismo, antagonismo e competição, 
promovendo a persistência ou eliminação bacteriana (RIEU et al., 2008; KOSTAKI et 




Na última década, estudos têm sido realizados para avaliar a influência de 
microrganismos encontrados nos ambientes indústrias para a formação, estrutura e 
fisiologia de biofilmes multiespécies. Wang et al. (2013b), identificaram que biofilmes 
mistos de Escherichia coli produtora de toxina Shiga e S. Typhimurium aumentaram a 
resistência a sanitizantes, com acréscimo na produção de EPS. Também foi 
identificado que culturas mistas de Pseudomonas aeruginosa e S. Enteritidis 
aumentaram a tolerância aos tratamentos com cloro, contudo, a presença de P. 
aeroginosa reduziu as contagens de S. Enteritidis, quando comparado aos biofilmes 
puros (PANG e YUK, 2018).  
Biofilmes mistos de S. Typhimurium e Staphylococcus aureus em aço 
inoxidável mostraram redução de aproximadamente 10 vezes no número de células 
sésseis, porém essa diferença não foi observada nos tratamentos com cloreto de 
benzalcônio, cloro e ácido peracético, identificando que a presença de mecanismos 
genéticos relacionados a resistência as condições adversas afetou nos resultados 
(GKANA et al., 2017). Iñiguez-Moreno et al. (2018), mostraram que a cultura mista de 
Salmonella spp. e S. aureus favoreceu a adesão bacteriana de Salmonella spp. em 
polipropileno, e o biofilme misto apresentou densidades celulares mais elevadas de 
ambos os microrganismos em comparação a monoespécies, entretanto, quando 
submetidos a sanitização, a cultura mista desempenhou efeito negativo na resistência 
dos microrganismo.  
Biofilmes mistos de L. monocytogenes e P. fluorescens melhoraram a adesão, 
resistência a dessecação e a sanitizantes de L. monocytogenes, pois maiores 
quantidades de EPS estavam presentes em biofilmes multiespécies (PANG e YUK, 
2019).  Já a associação de P. putida e L. monocytogenes aceleraram a formação de 
biofilme e consequentemente a resistência ao cloreto de benzalcônio (IBUSQUIZA et 
al., 2012). Papaioannou et al. (2018), mostraram redução nas contagens de células 
viáveis de L. monocytogenes em biofilmes mistos com Pseudomonas spp. e 
Enterobacteriaceae, no entanto, todos os biocidas testados não foram capazes de 
reduzir a contagem bacteriana de L. monocytogones, mostrando que a ecologia 
microbiana interferiu diretamente na resistência bacteriana.  
A disponibilidade de células planctônicas possui efeito direto com a 
capacidade de formação biofilmes mistos de L. monocytogenes e E. coli, e a 
associação de L. monocytogenes, Listeria sp. e bactérias Gram-negativas, afetou 




desses microrganismos desenvolveram biofilmes com densidade populacional mais 
elevadas quando comparados aos biofilmes monoespécies, proporcionando a 
persistência em instalações de processamento de alimentos (HEIR et al., 2018; 
GRANDI et al., 2018). 
Acredita-se que a resistência às condições adversas encontradas por biofilmes 
multiespécies é facilitada pela variedade de espécies bacterianas que os habitam 
(RØDER et al., 2015; GIAOURIS et al., 2015). Estudar a ecologia microbiana 
associada a presença de microrganismos patogênicos pode auxiliar a entender a 
dinâmica de formação e manutenção de biofilmes multiespécies e a persistência de 
cepas patogênicas nos ambientes industriais (RØDER et al., 2015; FERNANDES et 
al., 2015; FAGERLUND et al., 2017), uma vez que eles são encontrados no ambiente 
industrial e são uma preocupação para os programas de higiene pré-operacional das 
indústrias, devido aos efeitos protetores, e devem ser levados em consideração em 
estudos de programas de risco e na escolha de protocolos de higienização das 
indústrias de alimentos para garantir a efetiva eliminação dos microrganismos 
patogênicos (GIAOURIS et al., 2015; RODRÍGUEZ-LÓPEZ et al., 2017). 
 
2.5 ASPECTOS GENÉTICOS ENVOLVIDOS NA FORMAÇÃO DE BIOFILMES DE 
Listeria monocytogenes E Salmonella sp. 
 
 Os biofilmes são comunidades microbianas complexas e suas células 
apresentam resistência a diversas condições estressantes, contudo, existem 
mecanismos genotípicos que regulam a expressão de constituintes importantes para 
a adesão, colonização, formação e manutenção dos biofilmes. O gene prfA, é um 
ativador transcricional que regula positivamente a expressão da maioria dos genes de 
virulência de L. monocytogenes, dentre eles inlA, inlB, plcA, hly, mpl, actA, plcB 
(SHEEHAN et al., 1995). Além disso, regula a expressão de genes envolvidos na 
formação de biofilmes e sobrevivência. Estudos têm demonstrado que deleções na 
sequência do gene prfA promoveram redução na capacidade de formação de biofilme, 
principalmente na etapa de maturação (LEMON et al. 2010; ZHOU et al. 2011). O 
gene prfA, apresenta a capacidade de regular outros genes que podem estar 
envolvidos na formação de biofilme, como na biossíntese da parede celular, no 
metabolismo e divisão celular e nas adaptações a condições atípicas (BRUNO JR, et 




adesão das culturas microbianas (não aderente e fortemente aderente) e distintas 
superfícies (poliestireno e aço inoxidável) não apresentaram interferência nos níveis 
de expressões de prfA, no entanto, quando utilizadas variáveis de temperatura e 
tempo de incubação, a maior expressão de prfA foi conferida a 37ºC a partir de 24h 
quando comparados a 10°C nos demais tempos de avaliação. Contudo, Pieta et al. 
(2014) apresentaram em seu estudo níveis maiores de expressões para prfA a 7°C 
quando comparado a 37°C. Assim, a expressão de prfA devido a suas características 
de regulação gênica sobre a virulência e formação de biofilmes, torna-se 
constantemente alvo de estudos para reprimir suas expressões com o objetivo de 
controlar a formação de biofilmes em ambientes industriais (LI et al., 2018; VAZQUEZ-
ARMENTA et al., 2020).  
A adesão inicial de L. monocytogenes pode ser afetada pela presença de 
flagelos, que são sintetizados após a transcrição do gene flaA. Os flagelos, fornecem 
recursos importantes para a motilidade, adesão, invasão celular e formação de 
biofilme, bem como variações em sua regulação pode afetar a quimiotaxia e a 
sobrevivência das células bacterianas em condições adversas (MORIMOTO e 
MINAMINO, 2014). Em condições industriais, os flagelos aumentam a probabilidade 
de encontrar uma superfície de contato, principalmente quando as células estão em 
suspensão, contribuindo para a fixação inicial e subsequente formação do biofilme, 
sendo mínima a função como adesinas (O'NEIL e MARQUIS, 2006; LEMON et al., 
2007; PIERCEY et al., 2016; ZHANG et al, 2018). 
Salmonella sp. apresenta a capacidade de adesão em superfícies bióticas e 
abióticas, e estruturas bacterinas de superfície como flagelos, pili, curli e síntese de 
exopolissacarídeos desempenham aspectos importantes na formação de biofilme 
(BARNHART et al. 2006, TSAI et al., 2019). A síntese desses compostos é controlada 
pela expressão de alguns genes, dentre eles agfA, lpfA e adrA, transcritos através dos 
operons agfBAC e csgAB (HAMMAR et al., 1995; COLLINSON et al., 1996). Desse 
modo, a presença de flagelos permite a adesão em polipropileno e aço inoxidável 
contribuindo na etapa inicial do desenvolvimento do biofilme, sendo componente da 
matriz de exopolissacarideos, juntamente com a celulose (AUSTIN et al., 1998; 
WHITE et al., 2003; BARNHART et al. 2006). Diferentes tipos de superfícies 
(poliestireno e aço inoxidável), baixas temperaturas, diferentes níveis de oxigênio, 
presença de constituintes orgânicos e conservantes de alimentos (nitrito de sódio, 




destes genes (WANG et al., 2016; LAMAS et al., 2018; BORGES et al., 2018), 
juntamente com os antimicrobianos químicos e naturais que demostram efeito 
negativo nos genes adrA e csg, interferindo negativamente na formação e 
manutenção de biofilmes (ARTEAGA et al., 2019). 
A presença de mecanismos QS é empregada por diversos grupos 
bacterianos, incluindo microrganismos patogênicos, os quais produzem moléculas de 
sinalização caracterizadas como autoindutores (AI) (BAI e RAI, 2011). Essas 
moléculas são produzidas e excretadas a baixos níveis durante o crescimento 
bacteriano, a medida que a população se expande aumentam a concentração de AI 
no meio ou na matriz extracelular e, como consequência induzem efeitos fenotípicos 
ao regular a expressão de genes alvos dependentes de QS (CZAJKOWSKI e JAFRA, 
2009). Essas moléculas em biofilmes são responsáveis pela comunicação inter e 
intracelular, interação com o ambiente, densidade populacional e regulação da 
expressão gênica dos microrganismos (BAI e RAI, 2011).  
Desse modo, as bactérias Gram-positivas e negativas apresentam diferentes 
sistemas de sinalização célula-célula que são agrupados em quatro categorias 
principais. As bactérias Gram-negativas utilizam dois sistemas, o autoindutor-1 (AI-1) 
(SCHAEFER et al., 1996) e autoindutor-3 (AI-3) (SPERANDIO et al., 2003), e as 
Gram-positivas apresentam o sistema polipeptídeo autoindutor (AIP) (LYON et al., 
2000). E o sistema autoindutor-2 (AI-2) é encontrado em bactérias Gram-negativas e 
positivas (SCHAUDER et al., 2001).  
O sistema AI-1, é baseado na ação de LuxI-LuxR, onde LuxI consiste em um 
fator de transcrição responsável pela síntese de N-AHL (N-acil-homoserina lactonas) 
precursor de AI-1, que difunde-se através da membrana celular sendo liberado para o 
ambiente. Com o acréscimo da população as concentrações de AI-1 no ambiente 
aumenta, e por sua vez a concentração local de AI 1 é alta o suficiente para difundir 
de volta para a célula, onde liga-se ao LuxR.  Com isso, LuxR é responsável pelo 
controle da expressão gênica na presença do AI, resultando na inativação da 
produção de AI-1 e consequentemente reativação do sistema (SCHAEFER et al., 
1996; BAI e RAI, 2011). 
Contudo, Escherichia coli e Salmonella enterica codificam um receptor de sinal 
regulatório do LuxR, denominado sidA, por não produzem LuxI e seus homólogos. O 
gene sidA em Salmonella enterica regula fatores acessórios que podem contribuir 




estresse (AHMER, 2004; HALATSI et al., 2006; BORGES et al., 2018). O gene sidA 
apresenta função em biofilmes, com níveis de expressões variáveis de acordo o tempo 
de desenvolvimento em decorrência do número da população bacteriana, pois 
contribui para a agregação celular inicial (WANG et al., 2016). Assim, constituintes 
sintéticos e naturais vem sendo estudados para interferir nos mecanismos de 
regulação gênica relacionados a formação de biofilmes por Salmonella sp., 
principalmente em genes responsáveis pelo QS, afetando a adesão, formação de 
biofilme e resistência a antimicrobianos (LI et al., 2014; YANG et al., 2019; 
SIVASANKAR et al., 2020).  
O sistema AI-2 determina o QS de bactérias Gram-negativas e positivas, 
sintetizado a partir do subproduto do metabolismo de e S- adenosilmetionina (SAM), 
descrito primeiramente em Vibrio harveyi, logo em E. coli, S. Typhimurium, 
Enterococcus faecalis, Neisseria meningitidis, S. aureus e L. monocytogenes. O gene 
LuxS sintetiza AI-2 a partir de SAM em três etapas enzimáticas. O uso de SAM produz 
um intermediário tóxico S-adenosil-homocisteína (SAH), que é hidrolisado em S-
ribosil-homocisteína (SRH) e adenina pela enzina nucleasse pfs. Desse modo, luxS 
catalisa a SRH em 4,5-di-hidroxi-2,3-pentanodiona (DPD) e homocisteína. O DPD é 
clivado para formar pro-AI-2 e subsequentemente quando adicionado de boro forma 
o AI-2 (SCHAUDER et al., 2001; XAVIER e BASSLER, 2003; EERSMAECKER et al., 
2005; SELA et al., 2006). O sistema AI-2 por ser sintetizado por bactérias Gram-
negativas e positivas sugere um sistema de comunicação entre diferentes espécies 
de microrganismos que vivem em populações mistas, como os biofilmes (XAVIER e 
BASSLER, 2003). Assim, a formação de biofilmes mistos de S. aureus e S. Enteritidis 
foi inibida com a presença de aditivos alimentares, por redução na adesão ao aço 
inoxidável e síntese de AI-2, o que também contribuiu para o aumento da sensibilidade 
a sanitizantes, afirmando que AI-2 é um dos precursores para formação de biofilmes 
nestas espécies bacterianas (ZHANG et al., 2014). 
O sistema AI-3 foi descrito primeiramente em E. coli enterohemorrágica (EHEC) 
cuja síntese dependia de luxS associado a ativação da expressão de genes 
relacionadas a ligação celular (SPERANDIO et al., 2003). Posteriormente, foi 
descoberto que outras E. coli não patogênicas, além de Enterobacter cloacae, 
Shigella, Salmonella e Klebsiella, também produzem AI-3 (WALTERS et al, 2006). E 




resposta (QseB), regulando a biossíntese de flagelos e motilidade celular, agregação 
e comunicação celular (CLARKE et al., 2006; WALTERS et al, 2006). 
 No entanto, deleções gênicas do luxS em L. monocytogenes não interferiram 
na adesão e formação do biofilme, sendo que a formação de biofilme pode estar 
regulada através de outros genes (BELVAL et al. 2006; SELA et al, 2006; BONSAGLIA 
et al, 2014; GRANDI et al., 2018). Diante disso, o locus agr, responsável por codificar 
quatro proteínas através da transcrição do operon agrBDCA, é considerado um 
sistema regulador acessório para L. monocytogenes (RIEU et al., 2007; RIEDEL et al., 
2009; CHANG et al, 2012). Descrito primeiramente em S. aureus, o sistema agr 
apresenta mecanismos que regulam a expressão de genes relacionados a virulência 
e mecanismos de QS das bactérias Gram-positivas (LYON et al., 2000). A presença 
de agrA está relacionado a invasão e adesão celular e autoindução do sistema de QS, 
bem como afeta as etapas iniciais da formação de biofilme in vitro e in vivo (RIEU et 
al., 2007; RIEDEL et al., 2009), e na regulação de outros genes de virulência, 
transporte de oxigênio e aminoácidos, biossíntese de purina e pirimidinas juntamente 
com agrC (GARMYN et al., 2012).  
O gene agrB participa da síntese de proteínas de membrana importantes para 
expressão do agrD (GARMYN et al., 2012; ZETZMANN et al., 2016). A formação de 
biofilme foi reduzida com privação de nutrientes e alta osmolaridade, contudo 
observou-se níveis de expressões de agrD, sugere que agrD está envolvido na 
formação de biofilme em condições semelhante as encontradas na indústria de 
alimentos (ZETZMANN et al, 2019). Assim, o sistema agr é necessário para a 
regulação adequada da biossíntese, estrutura e função do envelope celular, adesão a 

















3.1 OBJETIVO GERAL  
 
Realizar a avaliação fenotípica e genotípica da dinâmica de formação de 
biofilmes puros e mistos de Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium em 
superfície de polipropileno a 12 °C e 37 °C.  
 
3.1.1 Objetivos específicos 
 
- Avaliar a presença de genes relacionados a formação de biofilmes em 
isolados de L. monocytogenes e S. Typhimurium, bem como de genes 
envolvidos na resistência a biocidas.  
 
- Avaliar a viabilidade de biofilmes puros e mistos maduros mantidos por 3000 
h a 10 °C. 
 
- Avaliar a expressão dos genes prfA, flaA, luxS e agrABCD em biofilmes 
maduros de L. monocytogenes.  
 
- Avaliar a arquitetura da dinâmica de formação de biofilmes puros e mistos 







   
 








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   
   














































4 CAPÍTULO 1:  AVALIAÇÃO DA DINÂMICA DE FORMAÇÃO DE BIOFILMES 
PUROS E MISTOS DE Listeria monocytogenes E Salmonella TYPHIMURIUM EM 
SUPERFÍCIE DE POLIPROPILENO 
 
Biofilmes multiespécies são ecossistemas microbianos complexos que podem ser 
fonte de contaminação entre ambientes industriais e alimentos. O estudo, teve como 
objetivos realizar a caracterização molecular e avaliar expressão de genes 
relacionados à formação de biofilme, bem como, a dinâmica de formação e arquitetura 
de biofilmes puros e mistos de Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium. Os 
três isolados de L. monocytogenes foram submetidos a caracterização de genes 
relacionados a formação de biofilme (flaA, prfA, luxS, agrA, agrB, agrC, agrD), a 
resistência a biocidas (mdrT, mdrM, mdrL, idE), a adaptação ao pH e a concentrações 
de sal (SSI-1 lmo 0444, SSI-1 lmo 0445, SSI-1 lmo 0446). Um isolado de S. 
Typhimurium foi submetido a avaliação de genes envolvidos na produção de fímbrias, 
adesão, virulência, formação de celulose e biofilme (adrA, lpfA, agfA, sipA), a quorum 
sensing (sidA) e a resistência ao amônio quaternário (qacEΔ1). A dinâmica de 
formação de biofilmes puros e mistos foi avaliada nos tempos de 1 h, 24 h, 96 h e 120 
h em superfície de polipropileno a 12 °C e 37 °C. Os biofilmes maduros de L. 
monocytogenes na condição pura e associada com S. Typhimurium em superfície de 
polipropileno a 12 °C e 37 °C foram submetidos a expressão dos genes flaA, prfA, 
luxS e agrABCD. Os isolados de L. monocytogenes apresentaram os genes flaA, prfA, 
luxS, agrA, agrB, agrC, agrD, mdrT, mdrM, mdrL e idE, e S. Typhimurium carreava os 
genes adrA, lpfA, agfA, sipA, sidA. O crescimento planctônico e séssil de L. 
monocytogenes e S. Typhimurium foi relacionado a temperatura de incubação, 
obtendo-se contagens mais elevadas em 24 h a 37 °C, e em 96 h e 120 h a 12 °C. A 
adesão inicial de L. monocytogenes e S. Typhimurium foi afetada negativamente pela 
condição mista (p < 0,001). Biofilmes puros de L. monocytogenes e S. Typhimurium 
apresentaram contagens mais elevadas em 96 h e 120 h quando comparados as 
populações individuais em biofilmes mistos. Contudo, não foi observado diferença 
estatística na contagem entre biofilmes puros de L. monocytogenes, puros de 
Salmonella e a população total em biofilmes mistos (Listeria+Salmonella) a 12 °C. Em 
MEV, pode-se observar estrutura de aspecto viscoso promovendo a adesão (1 h) 
bacteriana em biofilmes mistos, e a partir de 24 h a presença de matriz 
exopolissacarídeos (EPS). Biofilmes puros e mistos foram capazes de manter células 
viáveis por 3000 h a 10 °C com contagens superiores a 120 h (p < 0,05). Biofilmes 
maduros de L. monocytogenes não sofreram interferência da temperatura, superfície 
e condição mista com S. Typhimurium sobre a expressão dos genes prfA, luxS e 
agrBCD, contudo houve interferência na expressão de flaA e agrA. Desse modo, a 
caracterização da dinâmica de formação de biofilmes mistos, juntamente com 
presença e expressão de genes relacionados a formação de biofilme, demostrou a 
associação desses patógenos para a formação e manutenção de biofilmes mistos, e 
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 Listeria monocytogenes e Salmonella sp. são microrganismos que podem ser 
veiculados por alimentos e causar doenças ao consumidor sendo Salmonella sp. um 
dos principais patógenos responsáveis pela ocorrência de surtos e L. monocytogenes 
relacionada a alta mortalidade (BRASIL, 2018; CDC, 2019; ESFA, 2019). Estes 
microrganismos apresentam diversos mecanismos de tolerância à condições 
adversas, como privação de nutrientes, baixas temperaturas, oscilações de pH, 
elevadas concentrações de sal, com resistência a antimicrobianos e sanitizantes e 
capacidade em formar biofilmes (KADAM et al., 2013; LEE et al., 2017; LAMAS et al., 
2018; BORGES et al., 2018; VIANA et al., 2019, MORAIS et al., 2019). 
Muitos estudos relatam a ocorrência e persistência de L. monocytogenes e 
Salmonella sp. em ambientes e instalações de processamento de alimentos 
(FERRONATTO et al., 2012; NOWAK et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; CARVALHO 
et al., 2019; VOSS-RECH et al., 2019; SERENO et al., 2019; VIANA et al., 2019), e a 
presença destes microrganismos pode estar relacionada a capacidade de aderir, 
colonizar e formar biofilmes. Os biofilmes são ecossistemas microbianos complexos 
formados normalmente por mais de uma espécie microbiana imersas em uma matriz 
de polímeros extracelulares, composta principalmente por proteínas, polissacarídeos 
e DNA, sendo que o processo de formação depende de uma interação entre as células 
microbianas, a superfície de fixação e as condições ambientais (COSTERTON et al., 
1999; FERREIRA et al., 2014). Tais estruturas conferem proteção, adaptabilidade e 
resistência dos microrganismos envolvidos nesta matriz, tornando-se fontes de 
contaminação entre ambientes e produtos (OLIVEIRA et al., 2010; KADAM et al., 
2013; LEE et al., 2017).   
No entanto, a maioria dos estudos in vitro relata a formação de biofilmes 
monoespécies, que não mimetizam as condições naturais (KADAM et al., 2013; 
BONSOGLIA et al., 2014; PANDE et al., 2016; WANG et al., 2016; LEE et al., 2017), 
uma vez que estudos multiespécies conseguem avaliar a presença de mecanismos 
de sinergismo, competição, antagonismo no desenvolvimento de uma espécie em 




HEIR et al., 2018; GRANDI et al., 2018). Por estes estudos recentes sabe-se, por 
exemplo, que em biofilmes mistos há o favorecimento da adesão dos microrganismos 
à matriz e manutenção do biofilme, bem como o aumento da resistência a ação de 
biocidas comparado com biofilmes monoespécie (RØDER et al., 2015; FERNANDES 
et al., 2015; FAGERLUND et al., 2017).  
Além disso, mecanismos genéticos que regulam fatores de virulência, formação 
de biofilmes e tolerância a condições de estresse podem estar ligados com a 
sobrevivência desses microrganismos nos ambientes industriais. Estudos mostram 
que níveis de expressão de genes regulatórios estão relacionados com a capacidade 
de adesão dos isolados, às temperaturas de incubação, aos tipos de superfícies e  a 
presença de outros microrganismos compondo os biofilmes, além disso, genes de 
detecção de quorum sensing modulam a comunicação celular, formação e 
manutenção de biofilmes, levando a melhor ajuste nas características de estresse 
durante o crescimento bacteriano (BAI e RAI, 2011; IBUSQUIZA et al., 2015; 
PIERCEY et al., 2016; JU et al., 2018; LAMAS et al., 2018; GANDRA et al., 2019). 
Com isso, a resistência de L. monocytogenes e Salmonella sp. a sanitizantes de uso 
industrial pode estar associada a presença de genes que conferem essa proteção, 
bem como a resistência cruzada a antibióticos (MØRETRØ et al., 2017; HAUBERT et 
al., 2019). 
 Não há relatos sobre a interação de L. monocytogenes e S. Typhimurium na 
dinâmica de formação de biofilmes mistos in vitro simulando condições das indústrias. 
Assim, o presente estudo teve como objetivo caracterizar os isolados de L. 
monocytogenes e S. Typhimurium quanto a presença de genes relacionados a 
formação de biofilmes e realizar a avaliação fenotípica e genotípica da dinâmica de 
formação de biofilmes puros e mistos desses microrganismos em superfície de 
polipropileno a 12 e 37°C.  
 
4.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.2.1 Obtenção dos isolados 
 
Os isolados de L. monocytogenes e S. Typhimurium utilizadas no estudo 
foram provenientes da superfície de equipamentos e utensílios utilizados na área de 




exportação localizado no Brasil, isoladas no período de 2016 a 2017. Foram utilizados 
três isolados de L. monocytogenes (LAC/LM/P.SUI1/10; LAC/LM/P.SUI1/28; 
LAC/LM/P.SUI1/74), sorotipo IVb, contendo os genes de virulência inlA, inlB, inlC, inlJ, 
hlyA, actA, iap e plcA e que apresentaram 100% de similaridade genética pela técnica 
de Pulsed Field Gel Eletroforese (PFGE) e um isolado de S. Typhimurium 
(LAC/SAL/P.SUI1/62), sorogrupo O:4, que apresentou os genes de virulência invA, 
ompC, sifA, spiA, pagC, msgA, orgA, sipB, prgH, sopB, spaN, iroN e tolC (SERENO 
et al., 2019; VIANA et al., 2019). As culturas de L. monocytogenes e S. Typhimurium 
estavam armazenadas congeladas em Tryptic Soy Broth suplementado com 0,6% 
Yeast Extract (TSB-YE, Oxoid) e Brain Heart Infusion Broth (BHI, Oxoid) ambas 
contendo 20% (v/v) de glicerol respectivamente, e um alíquota (10μl) individualmente 
de cada isolado foi inoculado em três tubos contendo 5mL de TSB-YE (L. 
monocytogenes) e BHI (S. Typhimurium) e cultivado aerobicamente a 37°C/24h. 
 
4.2.2 Caracterização molecular dos isolados de L. monocytogenes  
 
 Os isolados de L. monocytogenes foram cultivados em caldo Tryptic Soy Broth 
suplementado com 0,6% Yeast Extract (TSB-YE) a 37 °C por 24 h, e uma alíquota de 
1.000 μl foi submetida à extração de DNA total utilizando lisozima (10 mg/mL, Sigma) 
e Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega®). O DNA obtido foi submetido à 
real-time PCR para avaliação da presença de genes relacionados a formação de 
biofilme (flaA, prfA, luxS, agrA, agrB, agrC, agrD), resistência a biocidas (mdrT, mdrM, 
mdrL, idE) e adaptação ao pH e concentrações de sal (SSI-1 lmo 0444, SSI-1 lmo 
0445, SSI-1 lmo 0446). As reações compreenderam um volume final de 20 μl 
envolvendo 10 μl de GoTaq® 2X qPCR Master Mix (Promega®), 2,0 μl do DNA 
extraído, 0,4 μl dos primers forward e reverse (1 pmol) e 7,2 μl de Nuclease-Free 
Water (Promega®) (TABELA 1). A reação foi realizada em equipamento Rotor-Gene 
Q (Qiagen®) sob condições de 95°C/2min; 40 ciclos de 95°C/15s, 60°C/60s. Como 
controle positivo foi utilizada uma cultura de L. monocytogenes ATCC 7644, e 
Nuclease-Free Water (Promega®) como controle negativo. Os resultados foram 






4.2.3 Caracterização molecular de S. Typhimurium  
  
O isolado de S. Typhimurium foi cultivado em Brain Heart Infusion Broth (BHI) 
a 37 °C por 24 h e uma alíquota de 500μl foi submetida a extração do DNA como 
descrito por Dias et al. (2016). O DNA obtido foi submetido à PCR convencional para 
avaliação de genes relacionados a produção de fímbrias, adesão, virulência, formação 
de celulose e biofilme (adrA, lpfA, agfA, sipA), quorum sensing (sidA) e resistência ao 
amônio quaternário (qacEΔ1). As reações compreenderam um volume final de 25μl 
envolvendo 12,5 μl de GoTaq Green Master Mix 2X (Promega®) (400 μM dATP, 400 
μM dGTP, 400 μM dCTP, 400 μM dTTP, 3 mM MgCl2, pH 8,5), 4,0 μl do DNA extraído, 
2 μl dos dos primers forward e reverse (1 pmol) e 4,5 μl de Nuclease-Free Water 
(Promega®) (TABELA 1). Para controle positivo, foi utilizada uma cultura de S. 
Typhimurium ATCC 14028 e Nuclease-Free Water (Promega®) como controle 
negativo. Para adrA foi utilizado um ciclo inicial de 94°C/5min, amplificação de 35 
ciclos de 94°C/30s, 60°C/30s 72°C/30s e extensão final de 72°C/4min; lpfA, 
94°C/5min; 35 ciclos de 94°C/1s, 55°C/1s, 74°C/21s; 72°C/7min; agfA, 94°C/5min; 35 
ciclos de 94°C/1s, 58°C/1s, 74°C/21s; 72°C/5min; sidA, 94°C/5min; 30 ciclos de 
94°C/30s, 52°C/40s, 72°C/30s; 72°C/7min; sipA, 95°C/5min; 25 ciclos de 94°C/30s, 
66,5°C/30s e 72°C/2min; 72°C/10min; qacEΔ1, 94°C/5min, 30 ciclos de 94°C/30s, 
60°C/30s e 72°C/60s; 72°C/5min. Os produtos da PCR foram submetidos a 
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v), corados com GelRed (Biotium Inc., 

















































































   
   
   
   



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































4.2.4 Dinâmica de formação de biofilmes puros e mistos de L. monocytogenes e            
S. Typhimurium em cupons de polipropileno 
  
Os isolados de L. monocytogenes e S. Typhimurium foram avaliados para a 
dinâmica de formação de biofilmes puros e mistos em cupons de polipropileno, o 
mesmo material das superfícies onde os isolados foram coletados, incubados a 12 ºC 
e 37 ºC. Antes dos ensaios de adesão bacteriana os cupons (1 cm x 1 cm x 0,1 cm) 
foram lavados com álcool 70% p/p (70 °INPM) enxaguados três vezes em água 
destilada e esterilizados em autoclave a 121 °C por 15min em frascos contendo 
100mL de caldo TSB-YE. 
Um volume de 10 μl dos isolados armazenados a -18 ºC em TSB-YE contendo 
20% (v/v) de glicerol foram semeados individualmente em três tubos com 5 mL de   
TSB-YE e incubados a 37 °C por 24 h. A partir deste subcultivo obtido, realizou-se a 
inoculação nos frascos de 100ml com TSB-YE contendo os cupons esterilizados 
(n=15) ajustando-se a 0,5 na escala de McFarland das culturas para o estudo dos 
biofilmes puros. Para o estudo dos biofilmes mistos, 50 mL de TSB-YE foram 
ajustados para L. monocytogenes e outros 50 mL para a cultura de S. Typhimurium, 
e os conteúdos foram misturados compondo o volume final de 100 mL. Antes da 
incubação uma alíquota de 1000 μL dos caldos ajustados de cada frasco foram 
utilizadas para a confirmação do inóculo inicial.  
Os frascos foram incubados a 12 °C e 37 ºC por até 120 h sob agitação orbital 
a 100 rpm. As avaliações do crescimento planctônico e séssil foram realizadas após 
1 h, 24 h, 96 h e 120 h de incubação. Para isso foram retiradas em duplicata alíquotas 
de 100 μl do caldo TSB-YE nos diferentes tempos de incubação para a contagem dos 
microrganismos planctônicos e dois cupons para a contagem dos microrganismos 
aderidos. A remoção das células viáveis dos cupons foi baseada na metodologia de 
Poimenidou et al. (2016) com adaptações. Os cupons foram retirados da solução, 
lavados com 10 mL de Phosphate-Buffered Saline (PBS) para remoção de células 
planctônicas. As células sésseis foram destacadas pela fricção de swabs estéreis 100 
vezes sobre a área dos cupons, os swabs foram imersos em tubos contendo solução 
salina e homogeneizados em vortex durante 60 s.  
Após diluições decimais apropriadas, tanto para quantificação das células 
sésseis quanto planctônicas, alíquotas de 1 mL foram semeadas em profundidade em 




Deoxycholate Agar (XLD, Oxoid) para S. Typhimurium, e incubadas a 37 ºC por 48 h 
e 24 h, respectivamente. Como controle de esterilidade do processo, um frasco não 
inoculado contendo os cupons estéreis foi incubado e analisado nas mesmas 
condições. O estudo foi realizado em duplicata e em três repetições, e os resultados 
expressos em Log UFC/mL e Log UFC/cm2 para células planctônicas e sésseis, 
respectivamente. 
Biofilmes puros e mistos de L. monocytogenes e S. Typhimurium com 120 h de 
formação independentemente da temperatura de incubação, foram transferidos 
individualmente em triplicata para frascos contendo 10 mL de TSB-YE e estocados a 
10 °C por 3000 h. Nestas mesmas condições foi mantido um frasco contendo 10 mL 
de TSB-YE sem a presença dos biofilmes, para avaliação da esterilidade do processo. 
Após esse período, seguiu-se o protocolo de lavagem, remoção do biofilme, contagem 
e expressão dos resultados como descrito anteriormente.  
 
4.2.5 Avaliação da expressão de genes relacionados a formação de biofilme em 
biofilme maduros de L. monocytogenes 
 
Os isolados de L. monocytogenes foram submetidos à avaliação da expressão 
de genes envolvidos na formação de biofilmes (flaA, prfA, luxS, agrA, agrB, agrC, 
agrD) em diferentes tratamentos: biofilmes maduros puros e mistos (L. 
monocytogenes e L. monocytogenes associado a S. Typhimurium), tipo de superfície 
(polipropileno) e temperatura (12 °C e 37 °C). Desse modo, os isolados foram 
ajustados na escala 0,5 de McFarland, e submetidos a formação de biofilmes em 
cupons de polipropileno de 7x2cm em duplicata, totalizando 56 cm2 por 120 h a 12 °C 
e 37 °C.  O processo de lavagem, remoção, contagem das células sésseis e expressão 
dos resultados foram realizados como descrito no item anterior.  
Para extração do RNA, utilizou-se protocolo de extração de RNA com TRIzol® 
com adaptações (VILLA-RODRÍGUEZ et al., 2018). Uma alíquota de 1 mL foi 
centrifugada a 5000g/10min e ressuspendida com 50 μl de Proteinase K (20 mg/mL, 
Invitrogen) mantido a 37 °C/30min. Em seguida, foram adicionados 100 μl de Lisozima 
(10 mg/mL, Sigma) com homogeneização em vortex por 5min. A solução foi 
centrifugada a 5000g/10min e o pellet ressuspenso em 300 μl de TRIzol® e 60 μl de 
clorofórmio, com homogeneização e centrifugação de 13000g/15min. Após, 




13000g/10min. O pellet foi ressuspenso com 700 μl de etanol absoluto por duas vezes. 
O pellet foi mantido em temperatura ambiente por 10 min seguido de ressuspensão 
em 30 μl de Nuclease-Free Water. O RNA extraído foi tratado com RQ1 RNase-Free 
DNase (Promega®) e utilizou-se GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega®) para 
síntese do cDNA como descrito pelo fabricante.  
As reações compreenderam um volume final de 20 μl, envolvendo 10 μl de 
GoTaq® qPCR Master Mix (Promega®), 4,0 μl do cDNA, 0,4μl dos primers forward e 
reverse (1 pmol) e 5,2 μl de Nuclease-Free Water (Promega®) (TABELA 1). A reação 
foi realizada em equipamento Rotor-Gene Q (Qiagen®) sob condições de: 95°C/2min; 
50 ciclos de 95°C/15s, 60°C/60s. Como controle positivo, utilizou-se uma cultura de   
L. monocytogenes ATCC 7644 e Nuclease-Free Water, como negativo. Para controle 
da extração, tratamento do RNA e síntese do cDNA utilizou-se os genes endógenos 
rlpd1 (L. monocytogenes) e invA (S. Typhimurium).  Os resultados foram analisados 
em Rotor-Gene Q Series Software (Qiagen®) quanto a presença ou ausência de 
expressão gênica nas condições testadas. 
 
4.2.6 Avaliação da arquitetura dos biofilmes por Microscopia Eletrônica de Varredura 
(MEV).  
 
A caracterização topográfica das superfícies contendo os biofilmes foram 
observadas em microscópio eletrônico de varredura modelo VEGA 3 (TESCAN®) da 
UFPR, Setor Palotina, obtendo-se imagens com 5, 10 e 15 Kx. As imagens foram 
geradas sobre cupons de polipropileno (0,5 cm x 0,5 cm) de isolados de L. 
monocytogenes (LAC/LM/P.SUI1/28) e S. Typhimurium (LAC/SAL/P.SUI1/62) em 
biofilmes puros e mistos nos tempos 1 h, 24 h, 96 h e 120 h a 12 °C e 37°C, e dos 
biofilmes de 3000 h a 10 °C. Os biofilmes formados sobre os cupons foram fixados em 
solução de glutaraldeído 2,5%, paraformaldeído 2% em Tampão Fosfato 0,2 M (pH 
7,2) a 4 °C por 48 h. Após o período de fixação, foram lavados três vezes com Tampão 
Fosfato 0,1 M, seguido da série de desidratação em diferentes concentrações de 
álcool (10, 30, 50, 70, 80, 90 e 100%) a 25 °C por 20 min cada. A seguir, realizou-se 
o ponto crítico (12 ciclos de troca de CO2 por 3 min), montagem dos stumbs e 





4.2.7 Análise estatística 
 
Os ensaios foram realizados em duplicata em três repetições e os resultados 
expressos em média com desvio padrão. Para avaliar se houve diferença nas 
contagens entre os três isolados de L. monocytogenes (LAC/LM/P.SUI1/10; 
LAC/LM/P.SUI1/28; LAC/LM/P.SUI1/74) durante a formação de biofilmes puros e 
mistos, foi realizado teste ANOVA com significância p < 0,05 através do software 
XLSTAT 2017.01.42700. Não havendo diferença entre os isolados de L. 
monocytogenes optou-se por expressar os resultados da média dos três isolados de 
L. monocytogenes, e novas comparações foram realizadas para a avaliação da 
dinâmica de formação de biofilmes puros e mistos de L. monocytogenes e S. 
Typhimurium.  
 
4.3 RESULTADOS  
 
4.3.1 Caracterização molecular dos isolados de L. monocytogenes e S. Typhimurium  
 
 Todos os isolados de L. monocytogenes apresentaram genes relacionados a 
formação de biofilme (prfA, flaA e luxS), a adaptações à condições estressantes (agrA, 
agrB, agrC e agrD), a resistência a multidrogas (mdrT, mdrL e idE) e ao amônio 
quaternário (mdrM), no entanto, não apresentaram genes relacionados à resposta a 
oscilações de pH e presença de sal (SSI-1 lmo 0444, SSI-1 lmo 0445, SSI-1 lmo 0446) 
(TABELA 1). Já o isolado de S. Typhimurium, apresentou os genes relacionados a 
formação de biofilme (adrA, lpfA, agfA), mecanismo de quorum sensing (sidA) e 
virulência (sipA), no entanto, não carreava o gene envolvido na resistência ao amônio 
quaternário (qacEΔ1) (TABELA 1). 
 
4.3.2 Efeito da condição de crescimento (cultivo puro ou misto) na dinâmica de 
formação de biofilmes de L. monocytogenes e S. Typhimurium em superfície de 
polipropileno 
 
 Na Tabela 2 estão dispostos os dados da dinâmica de formação de biofilmes 
de L. monocytogenes e S. Typhimurium em culturas puras e mistas nos tempos   1 h, 




diferença significativa (p < 0,001) nas diferentes combinações estudadas. A formação 
de biofilme de L. monocytogenes foi diretamente relacionada a temperatura de 
incubação, tendo sido mais elevada em 24 h a 37 °C e em 96 h a 12 °C.  
 
TABELA 2: DINÂMICA DE FORMAÇÃO DE BIOFILMES PUROS E MISTOS DE L. monocytogenes E 
S. TYPHIMURIUM SOBRE A POPULAÇÃO INDIVIDUAL DE CADA MICRORGANISMO EM 
SUPERFÍCIE DE POLIPROPILENO A 12 E 37°C EM DIFERENTES TEMPOS DE CONTATO.  
Ensaio Temperatura 
Tempo de contato 
1 h 24 h 96 h 120 h 
Listeria monocytogenes (Log UFC/cm2) 
Listeria 12 °C 3,67 e 3,87 de 4,96 a 4,64 b 
Listeria associado Salmonella 12 °C 3,36 fg 3,85 de 4,24 c 3,87 de 
Listeria 37 °C 3,67 e 4,85 ab 4,15 cd 4,09 cd 
Listeria associado Salmonella 37 °C 3,28 g 4,58 b 3,61 ef 3,14 g 
Salmonella Typhimurium (Log UFC/cm2) 
Salmonella 12 °C 3,81 fg 3,95 f 5,01 bcd 4,88 d 
Salmonella associado Listeria 12 °C 3,35 g 3,83 fg 4,93 cd 4,59 de 
Salmonella 37 °C 4,84 d 5,79 a 5,50 ab 4,74 d 
Salmonella associado Listeria 37 °C 4,08 ef 5,40 abc 4,67 d 4,02 f 
Letras subscritas diferentes dentro de um mesmo patógeno demonstram diferença estatística                   
(p < 0,001). 
  
A adesão inicial de L. monocytogenes (1 h) foi menor na condição mista quando 
comparada à pura em ambas as temperaturas, no entanto em 24 h essa diferença não 
foi observada (TABELA 2). Pelas imagens da MEV também ficou evidente que a matriz 
não diferiu em 24 h, tanto no biofilme puro de L. monocytogenes quanto misto 
(FIGURA 1B, 1F, 1R e 1V). Nos biofilmes maduros de 96 h e 120 h à 12 °C e 37 °C, 
a condição pura de L. monocytogenes apresentou maiores contagens quando 
comparados a L. monocytogenes associada a S. Typhimurium (TABELA 2). A 
disponibilidade de células planctônicas de L. monocytogenes afetou diretamente a 
formação de biofilme, onde em 1 h, 24 h e 96 h o crescimento planctônico e séssil 
foram paralelos, com redução no número de células nos biofilmes de 120 h, porém 
sem afetar as populações de células planctônicas entre 96 h e 120 h, que 
permaneceram constantes (FIGURA 2A, 2B, 2C, 2D). 
Em MEV, foi observada deposição de matriz de exopolissacarídeos (EPS) nos 
biofilmes a partir 24 h de incubação em ambas as temperaturas (FIGURA 1B, 1F). E 




células bacterianas e EPS nas superfícies dos cupons de polipropileno avaliados, 
possivelmente relacionado ao desprendimento de biofilmes e colonização de novas 
áreas (FIGURA 1C, 1D, 1G e 1H). No entanto, a 12 °C por mais que não tenha havido 
diferença nas contagens dos biofilmes de 1 h e 24 h em biofilmes puros, pode-se 
observar maior deposição de EPS nos biofilme de 24 h de incubação (FIGURA 1B), e 
essa arquitetura manteve-se nas avaliações de 96 h e 120 h (FIGURA 1C, 1D).  
Em relação à S. Typhimurium, a adesão inicial (1 h) foi afetada pela temperatura 
de incubação e pela presença de L. monocytogenes (TABELA 2), onde S. 
Typhimurium pura a 37 ºC apresentou a melhor condição para adesão inicial e a           
12 ºC, a pior, especialmente quando em associação com L. monocytogenes, sendo 
possível essa observação por meio das imagens geradas pela MEV (FIGURA 1I,1M). 
Em 24 h S. Typhimurium pura e S. Typhimurium associada a L. monocytogenes 
apresentaram maiores contagens a 37 °C e a presença de L. monocytogenes interferiu 
na redução das contagens dos biofilmes maduros de 96 h e 120 h (TABELA 2).  Na 
avaliação de células planctônicas a 37 °C as contagens de S. Typhimurium pura 
sofreram redução após 96 h (TABELA 3), esse comportamento não foi identificado 
quando associada à L. monocytogenes (FIGURA 2H).  A 12 ºC não houve influência 
sobre a populações de S. Typhimurium pura ou em associação, quando avaliado o 
mesmo tempo de incubação, obtendo-se as maiores contagens em 96 h sendo que 
estas mantiveram-se constantes em 120 h, fato também observado para as células 
planctônicas (TABELA 2 e 3). 
Em MEV, foram observadas estruturas robustas com deposição de EPS a partir 
de 24 h de incubação em ambas as temperaturas (FIGURA 1J, 1N), contudo nos 
biofilmes de 24 h e 96 h à 37 °C, visualizaram-se estruturas recobrindo a superfície 
de polipropileno, com grande número de células bacterianas e EPS (FIGURA 1N, 1O), 






FIGURA 1: BIOFILMES DE L. monocytogenes EM SUPERFÍCIE DE POLIPROPILENO EM 1h/12°C (A), 
24h/12°C (B), 96h/12°C (C) E 120h/12°C (D); E EM 1h/37°C (E), 24h/37°C (F), 96h/37°C (G) E 120h/37°C 
(H); BIOFILMES DE S. TYPHIMURIUM EM 1h/12°C (I), 24h/12°C (J), 96h/12°C (K) E 120h/12°C (L); E EM 
1h/37°C (M), 24h/37°C (N), 96h/37°C (O) E 120h/37°C (P).BIOFILMES DE L. monocytogenes + S. 
TYPHIMURIUM EM 1h/12°C (Q), 24h/12°C (R), 96h/12°C (S) E 120h/12°C (T); E EM 1h/37°C (U), 24h/37°C 





FIGURA 2: DINÂMICA DE CRESCIMENTO PLANCTÔNICO (Log UFC/mL) E SÉSSIL (Log UFC/cm2) DE L. 
monocytogenes pura a 12 °C (A); L. monocytogenes associada S. TYPHIMURIUM a 12 °C (B); L. 
monocytogenes pura a 37 °C (C); L. monocytogenes associada S. TYPHIMURIUM a 37 °C (D); S. 
TYPHIMURIUM PURA a 12 °C (E); S. TYPHIMURIUM associada a L. monocytogenes 12 °C (F); S. 
TYPHIMURIUM PURA a 37 °C (G); S. TYPHIMURIUM associada a L. monocytogenes 37 °C (H); Letras 




TABELA 3: DINÂMICA DE CRESCIMENTO PLANCTÔNICO (Log UFC/mL) DE L. monocytogenes E 
S. TYPHIMURIUM EM CONDIÇÃO PURA E ASSOCIADA A 12 °C E 37 °C EM DIFERENTES TEMPOS 
DE INCUBAÇÃO.  
Ensaio Temperatura 
Tempo de contato 
1 h 24 h 96 h 120 h 
Listeria monocytogenes 
Listeria 12 °C 8,16 ef 8,83 cd 9,48 a 9,37 a 
Listeria associado Salmonella 12 °C 7,88 f 8,59 d 8,92 c 8,98 bc 
Listeria 37 °C 8,23 e 9,28 ab 8,60 d 8,79 cd 
Listeria associado Salmonella 37 °C 7,91 ef 9,02 bc 8,05 ef 7,93 ef 
Salmonella Typhimurium 
Salmonella 12 °C 7,53 hi 8,82 f 9,75 ab 9,83 a 
Salmonella associado Listeria 12 °C 7,16 i 8,21 g 9,66 abcd 9,80 ab 
Salmonella 37 °C 8,03 gh 9,64 abcde 9,71 abc 9,11 ef 
Salmonella associado Listeria 37 °C 7,13 i 9,28 bcdef 9,20 cdef 9,13 def 
Letras subscritas diferentes dentro de um mesmo patógeno demonstram diferença estatística                     
(p < 0,001). 
 
4.3.4 Dinâmica de formação de biofilmes de L. monocytogenes e S. Typhimurium 
compondo a população total  
 
 Na Figura 3 estão computados os dados da comparação entre as populações 
dos biofilmes puros de L. monocytogenes, puros de S. Typhimurium com as 
contagens totais de L. monocytogenes e S. Typhimurium em biofilmes mistos 
(Listeria+Salmonella). Pode-se observar que houve diferença estatística na adesão 
inicial (1 h) entre as condições testadas, onde as contagens de S. Typhimurium pura 
à 37 °C foram mais elevadas (p < 0,001), superando as demais populações em ambas 
temperaturas, inclusive nas contagens totais dos biofilmes mistos 
(Listeria+Salmonella). Este comportamento também pode ser observado pela imagem 
gerada na MEV (FIGURA 2M).  
Em 24 h de avaliação houve maior formação de biofilme de S. Typhimurium 
pura e Listeria+Salmonella seguida por L. monocytogenes pura a 37 ºC (FIGURA 3). 
Em 96 h as contagens foram mais elevadas para S. Typhimurium pura, seguida de 
Listeria+Salmonella e L. monocytogenes pura, entretanto em 120 h houve redução 
nas contagens de S. Typhimurium  pura e Listeria+Salmonella. Na temperatura de 




submetido a uma comparação no mesmo tempo de incubação, sendo as contagens 
mais elevadas em 96 h para L. monocytogenes pura e Listeria+Salmonella e, 96 h e 
120 h para S. Typhimurium pura (FIGURA 3).  
 
 
FIGURA 3: DINÂMICA DE CRESCIMENTO SÉSSIL DE BIOFILMES PUROS DE L. monocytogenes, 
PUROS DE S. TYPHIMURIUM COM AS CONTAGENS TOTAIS DE L. monocytogenes E S. 
TYPHIMURIUM EM BIOFILMES MISTOS (Listeria+Salmonella) A 12 °C (A) E 37 °C (B).  Letras 
subscritas diferentes entre os tempos de incubação (1 h, 24 h, 96 h e 120 h) e as condição do patógeno 
(puro e misto) diferença estatística (p < 0,001). 
 
Na avalição dos biofilmes mistos pelas imagens geradas pela MEV (FIGURA 




formação apresentaram maior recobrimento da superfície avaliada quando 
comparado a 12 °C, com presença de estrutura de aspecto viscoso o que promove 
(ou facilita) a adesão bacteriana, característica que também pode ser observada a 
12 °C em 24 h. Há deposição de EPS nos biofilmes mistos a partir de 24 h de avaliação 
em ambas temperaturas, mantendo as mesmas características até 120 h, porém com 
menor número de células bacterianas. 
 
4.3.5 Viabilidade de biofilmes persistentes por 3000 h a 10 °C 
 
Biofilmes maduros de 120 h (TABELA 4) quando desafiados a temperatura de 
10 °C por 3000 h apresentaram contagens médias superiores às obtidas a 120 h           
(p < 0,05), sendo de 6,21 Log UFC/cm2 para Listeria+Salmonella, 5,84 Log/UFC/cm2 
para S. Typhimurium pura e 5,47 Log/UFC/cm2 para L. monocytogenes pura. Os 
biofilmes mistos de 3000 h demostraram maior incremento populacional (1,78 Log 
UFC/cm2), quando comparado aos biofilmes puros (p < 0,05). Além do aumento das 
contagens de células viáveis, os biofilmes com 3000 h apresentam maior deposição 
de matriz de EPS com aspecto denso recobrindo as células bacterianas quando 




FIGURA 4: BIOFILMES DE L. monocytogenes (A), S. TYPHIMURIUM (B) E L. monocytogenes + S. 





4.3.5 Presença e ausência da expressão de genes de formação de biofilme de L. 
monocytogenes em biofilmes maduros de 120 h puros e em associação com 
Salmonella, a 12 °C e 37 ºC em superfície de polipropileno 
 
 Os biofilmes maduros de 120 h de L. monocytogenes apresentaram expressão 
dos genes luxS e prfA em todas as condições impostas, contudo não houve expressão 
do gene flaA. Em relação ao loco agr foram expressos os genes agrB, agrC e AgrD, 




 Os ambientes industriais de processamento de alimentos apresentam uma 
variedade de microrganismos que são capazes de aderir, sobreviver e formar 
biofilmes multiespécies em diversas superfícies, dificultando sua eliminação pelos 
programas rotineiros de higienização (JAHIE e HA, 2014; GIAOURIS et al., 2015; 
FARGERLUND et al., 2017; RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2019). Inúmeros trabalhos 
vem demonstrando a capacidade de formação de biofilme monoespécies de L. 
monocytogenes e Salmonella sp. que varia de acordo com a superfície de fixação, 
disponibilidade de nutrientes, tempos e temperaturas de incubação e condições 
ambientais impostas  sendo escassos os estudos que demonstrem o comportamento 
na dinâmica de formação por esses dois patógenos associados em biofilmes mistos 
in vitro (KADAM et al., 2013; BOLOCAN et al, 2016; ABEYSUNDARA et al., 2017; LIU 
et al., 2018; MELCON et al., 2018; KIM et al., 2018; IÑIGUEZ-MORENO et al., 2019; 
DJEBBI-SIMMONS et al., 2019).   
No presente estudo, foi avaliada a capacidade de L. monocytogenes e S. 
Typhimurium em formar biofilmes puros e mistos em condições ambientais 
comumente encontradas nas indústrias de alimentos como: superfície (polipropileno) 
e temperatura (12 °C). A escolha por esses dois microrganismos emana da 
importância de ambos para às cadeias de produção de produtos de origem animal e 
pelo fato de que os isolados foram obtidos em superfícies de equipamentos e 
utensílios após higienização pré-operacional na mesma indústria de abate e 
processamento de suínos, permitindo sugerir a interação entre essas bactérias em 




 Listeria monocytogenes e S. Typhimurium em condições mistas para a 
formação de biofilme apresentaram redução na adesão inicial (1 h), e sofreram 
influência direta da temperatura de incubação, sendo que a 12 °C, houve influência 
negativa nas contagens até 24 h de avaliação. São inúmeros os mecanismos que 
podem estar associados a estes resultados encontrados sendo, um deles, a 
disponibilidade do inóculo que pode ser um fator de concorrência entre os 
microrganismos participantes da matriz, o que também foi observado por Grandi et al. 
(2018), em biofilmes mistos de L. monocytogenes e E. coli onde as contagens de 
ambas foram variáveis de acordo a disponibilidade de células planctônicas, levando a 
saturação da superfície estudada pelas células aderidas.  
A presença de flagelos também é um outro fator que mostra ter influência na 
maior adesão inicial, o que foi observado no presente estudo nos biofilmes puros de 
S. Typhimurium a 37 ºC (FIGURA 1M) e não observado com L. monocytogenes já que 
não é capaz de produzir flagelos nesta faixa de temperatura e, por isso, demonstrou 
menor capacidade de adesão nestas condições corroborando o estudo de Iniguez-
Moreno et al. (2018). Além disso, na temperatura de incubação de 12 °C houve 
redução nas contagens iniciais de células sésseis de S. Typhimurium e não houve 
interferência sobre L. monocytogenes (TABELA 2), evidenciando a capacidade 
psicrotrófica de L. monocytogenes, o que pode favorecer o crescimento nesta 
temperatura (FERREIRA et al., 2014; LEE et al., 2017). 
 Na avaliação à 96 h e 120 h, os biofilmes puros mostraram contagens mais 
elevadas quando comparados aos biofilmes mistos (TABELA 2). Esses resultados 
também foram observados em biofilmes mistos de Salmonella spp. + Staphylococcus 
aureus e L. monocytogenes + E. coli (GKANA et al., 2017; MORENO et al. 2018; 
GRANDI et al., 2018). Contudo, no presente estudo, não houve diferença entre a 
população total dos biofilmes mistos e as contagens dos biofilmes puros, 
principalmente em 120 h (FIGURA 3), demonstrando que não houve interferência das 
estirpes estudadas na alteração da estrutura populacional dos biofilmes mistos. Esses 
resultados são relevantes, tendo em vista que os biofilmes multiespécies são 
encontrados no ambiente natural das indústrias de alimentos, contribuindo para a 
presença e persistência em ambientes industriais (FARGERLUND et al., 2017; 
RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2019). 
Com relação a comparação entre as células planctônicas e sésseis (FIGURA 




em 120 h houve redução das células sésseis sem alteração na contagem de células 
planctônicas. Isso demonstra o potencial de biotransferência de distintos estágios de 
formação dos biofilmes ao longo do tempo para o ambiente, principalmente em 
biofilmes maduros demonstrando um potencial para o aumento do risco para a 
indústria de alimentos devido a contaminação cruzada entre superfícies e produtos de 
forma contínua (MACEDO e ABRAHAM, 2009; OLIVEIRA et al., 2010). 
Tratando-se da arquitetura do biofilme já foram demonstradas estruturas com 
aspecto de favo de mel ou formas ovais em estudos com L. monocytogenes, 
observando-se poros, indicando a formação de canais, que atribui-se a função de 
auxiliar na distribuição de nutrientes e oxigênio (RIEU et al. 2008; REIS-TEIXEIRA et 
al., 2017), estruturas estas que foram observadas neste estudo (FIGURA 1B, 1C e 
1F). Adicionalmente, a deposição de estrutura de aspecto viscoso com presença de 
células lado a lado é uma característica da adesão bacteriana inicial e consolidação 
do biofilme (PILCHAVÁ et al., 2014), o que também foi observado em biofilmes mistos 
em 1h/37°C e 24h/12°C (FIGURA 1U e 1R).  Com o passar do tempo de formação do 
biofilme é observada a deposição de matriz de EPS sobre as células bacterianas 
formando estruturas com aspecto tridimensional com orientação em formas de galhos, 
promovendo a ramificação dos biofilmes sobre as superfícies, configurando biofilmes 
maduros (PILCHAVÁ et al., 2014), o que foi observado com melhor nitidez nas 
avaliações dos biofilmes de 3000h (FIGURA 4A, 4B e 4C).  
A capacidade de resistência de L. monocytogenes e Salmonella sp. a 
condições estressantes, como dessecações tem sido estudada (GRUZDEV et al., 
2012; PIERCEY et al., 2017; DJEBBI-SIMMONS et al., 2019; KRAGH et al., 2020), 
dessa forma avaliamos a viabilidade destas células bacterianas em biofilmes mantidos 
a 10 °C por 3000 h. Por esta avaliação sugere a capacidade da persistência destes 
isolados em condições semelhantes ao ambiente de processamento de alimentos, 
sendo necessários novos estudos para a compreensão da composição da matriz de 
EPS e expressão de genes regulatórios relacionados as condições adversas, uma vez 
que as células encontravam-se viáveis quando mantidas nesta condição (FIGURA 5A, 
5B e 5C).   
Inúmeros mecanismos genéticos, como fatores relacionados à virulência, 
tolerância às condições de estresse, podem estar relacionados à formação de 
biofilme. Em relação à L. monocytogenes, os mecanismos podem variar de acordo 




microrganismos. L. monocytogenes é capaz de tolerar uma ampla variedade de 
condições estressantes, como desequilíbrio ácido e osmótico e baixas temperaturas, 
sendo estas características reguladas pelo gene prfA, que foi detectado nas culturas 
de L. monocytogenes avaliadas no presente estudo. O gene prfA é um ativador 
transcricional responsável pela expressão de genes de virulência, induzindo a 
formação de biofilmes e sobrevivência em ambientes industriais (BRUNO JR. et al 
2010; LEMON et al, 2010; HERAS et al, 2011; RIBEIRO et al., 2014, GRANDI et al., 
2018; GANDRA et al, 2019). 
Outro fator importante na adesão inicial de L. monocytogenes é o gene flaA, 
responsável por codificar proteínas para biossíntese de flagelos sendo sua produção 
dependente da temperatura de incubação, o qual é reprimido a 37 °C (LIU et al, 2002; 
SCHIRM et al., 2004; MATTILLA et al., 2011). Dessa forma, o gene flaA desempenha 
papel fundamental na formação inicial de biofilmes através da motilidade, pois os 
flagelos auxiliam na busca por superfície para adesão bacteriana (LEMON et al. 2007; 
PIERCEY et al., 2016; ZHANG et al, 2018). Por mais que os isolados de L. 
monocytogenes utilizadas no presente estudo apresentassem esse gene no seu 
genoma (TABELA 1), sua expressão não foi observada, possivelmente pelo fato de 
que tenha sido avaliada somente em biofilmes maduros de 120 h.  
A formação de biofilmes de L. monocytogenes também pode estar associada 
ao sistema de quorum sensing, desenvolvido através da expressão do gene luxS 
induzindo a síntese de moléculas autoindutoras (JU et al. 2018) e sua expressão foi 
detectada nas diferentes situações estudadas. No entanto, estudos demonstraram 
que deleções gênicas de luxS não interferiram na adesão e formação do biofilme de 
L. monocytogenes, uma vez que a formação de biofilme pode estar regulada através 
de outros genes, como o locus agr (BELVAL et al. 2006; SELA et al, 2006; 
BONSAGLIA et al, 2014; GRANDI et al., 2018). 
Com relação ao locus agr, este é considerado um sistema regulador acessório 
para L. monocytogenes responsável por codificar quatro proteínas através da 
transcrição do operon agrBDCA (RIEU et al., 2007; RIEDEL et al., 2009; CHANG et 
al, 2012). A presença do gene agrA está relacionado adesão inicial e autoindução do 
sistema de quorum sensing, e a regulação de outros genes de virulência, juntamente 
com agrC (GARMYN et al, 2012; ZETZMANN et al, 2016). O gene agrB participa da 
síntese de proteínas de membrana importantes para expressão do agrD. Desse modo, 




celular e formação de biofilme in vitro e in vivo (RIEU et al., 2007; RIEDEL et al., 2009). 
Além disso, como já observado por outros autores, a presença dos genes agrBDCA 
nos isolados de L. monocytogenes, pode colaborar para a adesão e formação de 
biofilme em condições estressantes como baixas temperaturas e diferentes 
superfícies, bem como para a interação das células bacterianas na matriz do biofilme 
(VIVANT et al, 2014; GANDRA et al, 2019; ZETZMANN et al, 2019). No presente 
estudo houve a expressão de constituintes do locus agr (agrBDC) nas condições 
testadas, exceto para o gene agrA cuja regulação pode estar associada as primeiras 
horas de formação do biofilme o que acarretou em ausência de expressão uma vez 
que esta avaliação foi realizada em biofilmes maduros (120 h), mesmo que o gene 
tenha sido encontrado no genoma bacteriano dos isolados (TABELA 1). 
S. Typhimurium é capaz de formar biofilmes em várias superfícies, contribuindo 
para sobrevivência em ambientes hostis ao microrganismo, o que pode ser mediada 
pela expressão de alguns genes regulatórios. A presença dos genes agfA, lpfA e adrA 
que foram objeto de estudo, mostra a capacidade de S. Typhimurium em produzir 
fímbrias finas e celulose, sendo estes, mecanismos auxiliares para adesão, 
agregação, formação e manutenção de biofilmes em superfícies de uso industrial, 
conforme observado na Figura 1I e 1M (YOO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014; HU 
et al., 2020). A expressão desses genes é regulada de acordo com a superfície, 
temperatura e presença de constituintes orgânicos (WANG et al., 2016; BORGES et 
al., 2018).  
Além disso, a detecção de genes de virulência, invA e sipA, obtidos no isolado 
de S. Typhimurium do presente estudo contribuem para o adesão e consolidação 
bacteriana, através do recrutamento de células não ligadas, aumentando a população 
dos biofilmes (JENNINGS et al., 2012). Outro mecanismo importante para a 
comunicação celular é o sistema quorum sensing, regulados pelos genes sidA e luxS, 
(CHOI et al., 2007; WANG et al., 2016) sendo também detectados no presente estudo 
(TABELA 1). Estes genes são alvos como medidas de controle para Salmonella sp. 
em estudos de dinâmica de formação de biofilmes (SIVASANKAR et al., 2020)  
Assim, a caracterização da dinâmica de formação de biofilmes mistos, 
juntamente com presença e expressão de genes relacionados a formação de biofilme 
e condições adversas para L. monocytogenes e S. Typhimurium, são fatores que 




persistência de biofilmes mistos tornam-se resultados importantes para a indústrias 




A caracterização genotípica dos isolados de L. monocytogenes e S. 
Typhimurium demonstrou genes relacionados a formação de biofilme e adaptação a 
condições de estresse, que podem participar na sobrevivência e persistência desses 
microrganismos em ambientes industriais. Também apresentaram capacidade de 
formação de biofilmes mistos a 12 °C e 37 °C e potencial de biotransferência em 
biofilmes maduros, além da manutenção de células viáveis por 3000 h a 10 °C, que 
permite sugerir a possibilidade de persistência de nichos ecológicos nos ambientes 
industriais. Por fim, biofilmes maduros de L. monocytogenes não sofreram influência 
da temperatura, superfície e condição mista sobre a expressão de genes relacionados 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
A capacidade de formação de biofilme mistos de L. monocytogenes e                 
S. Typhimurium descrita nesse estudo, possibilita sugerir que esses dois 
microrganismos podem viver em sinergismo nos ambientes das indústrias de 
alimentos. Ambos os isolados apresentam genes relacionados ao desenvolvimento 
de biofilmes e tolerância a condições de estresse.  L. monocytogenes e S. 
Typhimurium foram capazes de manter células viáveis em biofilme de 3000 h a 10 °C, 
fato que pode sugerir a capacidade de sobreviver por longos períodos nas indústrias 
de alimentos. Em MEV, os biofilmes multiespécies apresentaram estrutura complexa 
e robusta, o que pode dificultar a eliminação por programas de higienização, e 
promover a proteção de uma espécie bacteriana em função de outra.  
Nossos resultados demostram que deve haver uma preocupação por parte 
das industrias de aliementos com relação a dinâmica de formação de biofilmes e 
sobrevivência de L. monocytogenes e S. Typhimurium nos ambientes de manipulação 
de alimentos, e indica a necessidade do constante monitoramento das superfícies 
industriais, com possível diagnóstico para a avaliação de biofilmes minimizando a 
contaminação dos alimentos com patógenos de importância para a saúde pública. 
Assim, novos estudos devem ser realizados com biofilmes mistos de L. 
monocytogenes e S. Typhimurium e outros patógenos, buscando estratégias para a 
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TABELA 1: DINÂMICA DE CRESCIMENTO PLANCTÔNICO (Log UFC/mL) E SÉSSIL (Log UFC/cm2) 
DE L. monocytogenes E S. TYPHIMURIUM EM RELAÇÃO A POPULAÇÃO TOTAL DOS BIOFILMES 
PUROS E MISTOS A 12 °C E 37 °C.  
Ensaio Temperatura 
Tempo de contato 
1 h 24 h 96 h 120 h 
Sésseis 
Listeria 12 °C 3,67 f 3,87 ef 4,96 bc 4,53 d 
Salmonella 12 °C 3,81 ef 3,96 ef 5,01 bc 4,88 bcd 
Listeria+Salmonella 12 °C 3,72 f 4,16 e 5,10 b 4,69 cd 
Listeria 37 °C 3,67 f 4,85 bcd 4,15 e 4,09 e 
Salmonella 37 °C 4,84 bcd 5,80 a 5,50 a 4,74 bcd 
Listeria+Salmonella 37 °C 4,18 e 5,47 a 4,79 bcd 4,16 e 
Planctônicas 
Listeria 12 °C 8,16 hi 8,83 fg 9,48 bcde 9,37 cde 
Salmonella 12 °C 7,53 j 8,82 fg 9,75 ab 9,83 ab 
Listeria+Salmonella 12 °C 7,90 ij 8,67 g 9,74 ab 9,91 a 
Listeria 37 °C 8,23 h 9,28 de 8,60 g 8,79 fg 
Salmonella 37 °C 8,03 hij 9,64 abcd 9,71 abc 9,11 ef 
Listeria+Salmonella 37 °C 7,93 ij 9,47 bcde 9,24 de 9,22 de 
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